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(57) Abstract 

The invention concerns a pharmaceutical composition containing, as active principle, at least one NO syntase inhibiting substance and 
at least one oxygen reactive form trapping substance, optionally with a pharmaceutical^ acceptable support. The invention also concerns 
a product confining at least one NO syntase inhibiting substance and at least one oxygen reactive form trapping substance as combined 
product of these active principles in separate form. 



(57) Abrege" 

La prdsente invention a pour objet une composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, au moins une substance 
inhibitrice de NO synthase et au moins une substance piegeur de formes reactives de 1'oxygene, 6ventue!lement avec un support 
pharmaceutiquement acceptable. L'invention a Sgalement pour objet un produit comprenant au moins une substance inhibitrice de NO 
synthase et au moins une substance piegeur de formes rdactives de Toxygene en tant que produit de combinaison sous forme separde de 
ces principes actifs. 
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ASSOCIATION INHIBITEURS DE NO SYNTHASE 
ET PIEGEURS DES FORMES RE ACTIVES 
DE L'OXYGENE 

L'inventjon concerne une composition pharmaceutique comprenant, a litre de principe 
actif, au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une substance 
piegeur de formes reactives de l'oxygene, el eventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. L'invention concerne egalement un produit 
5 comprenant au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une 
substance piegeur de formes reactives de l'oxygene en tant que produit de 
combinaison, sous forme separee, de ces principes actifs. 

Une composition pharmaceutique et un produit selon l'invention sont interessants dans 
]e traitement de pathoiogies ou le monoxyde d'azote et les formes TSaetives de 
10 l'oxygene sont impliquees, et notamment : 

. les troubles cardiovasculaires et cerebrovasculars comprenant, par exemple, 
I'atherosclerose, la migraine, ['hypertension arterielle, le choc septique, les infarctus 
cardiaques ou c6r6braux d'origine ischemique ou hemorragique, les ischemics ct les 
thromboses ; 

15 . les troubles du systeme nerveux centra] ou peripherique comme, par exemple, les 
maladies neurodegeneratives ou Ton peut notamment citer les infarctus cerebraux, les 
demences seniles, y compris la maladie d'Alzheimer, la choree de Huntington, la 
maladie de Parkinson, la maladie de Creutzfeld Jacob, les maladies dues aux prions, la 
sclerose laterale amyotrophique mais aussi la douleur, les traumatismes cerebraux ou 

20 de la moelle epiniere, I'addiction aux opiaces, a l'alcooi et aux substances induisant 
une accoutumance, les troubles de l'erection et de la reproduction, les desordres 
cognitifs, les encephalopathies, la depression, I'anxiete, la schizophrenic, J'epilepsie, 
les troubles du sommeil, les troubles alimentaires (anorexie, boulimie. ,.) ; 

, les maladies proliferates et i n flam mato ires comme, par exemple, I'atherosclerose, 
25 i'hypertension pulmonaire, la glomerulonephrite, 1'hypertension portale, le psoriasis, 
1'arthrose et rarthrite rhumatoi'de, les fibroses, les amyloi'doses, les inflammations du 
systeme gastrointestinal (colite, maladie de Crohn) ou du systeme pulmonaire et des 
voies aenennes (asthme, sinusites) ; 
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. les diarrhees, les vomissements y compris ceux d'origine autacoide, les irradiations 
radioactives, les radiations solaires (UVA, UVB) ; 

. les transplantations d'organes ; 

. les maladies autoimmunes et virales comme par exemple le lupus, le sida, les 
5 infections parasitaires et virales, le diabete, Ja sclerose en plaque, les myopathies ; 

. le cancer ; et 

. toutes les pathologies caracterisees par une production ou un dysfonctionnement de 
monoxyde d'azote et/ou des formes reactives de I'oxygene. 

Dans l'ensemble de ces pathologies, il existe des evidences experimental es demontrant 

10 ^implication du monoxyde d'azote ou des formes reactives de i'oxygene (Kerwin et 
al., Nitric oxide : a new paradigm for second messengers, J. Med. Chem. 38, 4343- 
4362, 1995 ; Hailiwell B., Gutteridge JMC, Free radicals in biology and medicine, 
2nd ed., Oxford, Clarendon Press, 1989). C'est le cas notamment de I'infarctus 
cerebral experimental qui illustre invention (Buisson et al, The neuroprotective effect 

15 of a nitric oxide inhibitor in a rat model of focal ischemia., Br J Pharmacol. 106, 766- 
767, 1992 ; Nowicki et al, Nitric oxide mediates neuronal cell death after focal cerebral 
ischemia in the mouse, Eur. J. Pharmacol. 204, 339-340, 1991 ; Zhao et al, Delayed 
treatment with the spin trap a-phenyl-N-terl-buty! nitrone (PBN) reduces infarct size 
following transient middle cerebral artery occlusion in rats, Acta. Physiol. Scand., 

20 1 994 ; Schulz et al, Improved therapeutic window for treatment of histotoxic hypoxia 
with a free radical spin trap, J. Cereb. Blood Flow Metabol. 15, 948-952 (1995)). 
Dans ce contexte, les medicaments pouvant inhiber la formation du monoxyde d'azote 
ou des formes reactives de I'oxygene peuvent apporter des effets benefiques. Aucune 
association dc ces deux principes actifs, a savoir un inhibiteur de NO synthase et un 

25 piegeur de formes reactives de I'oxygene, n'a ete realis6e. Comme cela est expose 
dans la partic experimentalc, ces deux principes actifs agissent de maniere synergique. 
En effet, ces deux principes actifs administres a des doses subactives (c'est-a-dire a 
des doses qui ne produisent pas par elles-memes d'effet therapeutique), produisent, 
lorsqu'ils sont associes, un effet therapeutique hautement significatif. 

30 L'avantage de cette association est de diminuer de facon importante les doses de 
chacun des principes actifs et ainsi de diminuer considerablement leurs effets 
indesirables tout en gagnant de 1'efficacite therapeutique. Cette invention est 
particulierement bien illustree dans un modele pathologique experimental de 
neurodegeneration : 1'ischemie cerebrate avec reperfusion. 
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L'invention a done pour objetune composition pharmaceutique comprenant, a titre de 
principe actif, au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins tine 
substance piegeur de foimes reactives de I'oxygene, et eventuellement un support 
pharmaceutiquemenl acceptable. 

5 L'invention a plus particulierement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a titre de principe actif, une substance inhibitrice de NO synthase et une 
substance piegeur de formes reactives de I'oxygene. 

Dans le terme inhibiteur de NO synthase, il faut comprendre tout inhibiteur specifique 
ou non specifique de I'une de ses isoformes qu'elle soit constitutive (neurona)e ou 
10 endotheliale) ou inductible (Kerwin et al., Nitric oxide : a new paradigm for second 
messengers, J. Med Chem. 38, 4343-4362, 1995). 

Dans le terme piegeui de formes reactives de I'oxygene, il faut comprendre toute 
substance chimique ou enzymatique capable de s'opposer ou de pieger les ou 1'une des 
formes reactives de I'oxygene telles que 0 2 ",OH-, R0 2 \ RO - , ON0 2 ", NO', N0 2 * 

15 ou H 2 0 2 (Halliwell B. t Gutteridge JMC, Free radicals in biology and medicine, 2nd 
ed., Oxford, Clarendon Press, 1989). Ces substances peuvent etre naturelles ou 
synthetiques et posseder des proprietes antioxydantes. (Santrucek and Krepelka, 
Antioxidants - Potential chemotherapeutic agents Drugs Future 13, 975-996, 1988 ; 
Jackson et al, Antioxidants : a biological defense mechanism for the prevention of 

20 atherosclerosis, Med. Res. Reviews 13, 161-182 (1993) ; Aruoma, Characterization 
of drugs as antioxidant prophylactics, Free Rad. Biol. Med. 20, 675-705 (1996)). 

Dans une composition pharmaceutique selon l'invention, I'inhibiteur de NO synthase 
et le piegeur des formes reactives de I'oxygene peuvent sc presenter sous forme 
separee ou sous forme combinee en formant un sel. De preference, le sel est forme a 

25 partir d'un derive de la substance inhibitrice de NO synthase contenant au moins un 
groupe basique et d'un derive de la substance pi&geur de formes reactives de 
I'oxygene contenant au moins un groupe acide. Ainsi des sels peuvent etre formes, 
selon les methodes connues de Phommc de Tart, a partir des inhibiteurs de NO 
synthase comme par exemple les amidines, les guanidines, les pyridines ou les 

30 piperidines telles que dSfinies ci-apres, et les piegeurs de formes reactives de 
i'oxygene comme par exemple les acides phenoliques tels que definis ci-apres, et plus 
particulierement l'acide3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique, l'acide cafeique, 1'acide 
sinapinique ou l'acide gallique. 
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L'invention a egalement pour objet un produit comprenant au moins une substance 
inhibitrice de NO synthase et au moins une substance piegeur de formes reactives de 
I'oxygene en tant que produit de combinaison, sous forme separee, pour une 
utilisation simultanee ou sequentielle dans le traitement de pathologies dans lesquelles 
5 le monoxyde d'azote et les formes reactives de I'oxygene sonf imptiquees telles que les 
troubles cardiovasculaires et cerebrovasculaires, les troubles du systeme nerveux 
central ou peripherique, les maladies proliferatives et inflammatoires, les 
transplantations d'organes, les maladies autoimmunes et virales, le cancer et toutes les 
pathologies caracterisees par une production ou un dysfonctionnement de monoxyde 
10 d'azote et/ou des foTmes reactives de I'oxygene. 

Dans une composition pharmaceutique ou un produit selon l'invention, l'inhibiteur de 
NO synthase et !e piegeur de formes reactives de I'oxygene peuvent se presenter a des 
doses qui peuvent etre identiques ou differentes. Les dosages som choisis en fonction 
des composes associes a des diluanfs ou excipients appropries. 

15 L'inhibiteur de NO synthase el le piegeur de formes reactives de I'oxygene peuvent 
etre administres de maniere simultanee ou sequentielle, par la meme voie 
d'administration ou par des voies differentes, suivant qu'ils sc presentent sous forme 
separee ou combinee. De preference, les voies d'administration sont orafe, parenteral 
ou topique. 

20 Parmi les inhibiteurs de NO synthase, on peut definir les composes de type amino- 
acide et non amino-acide. Les inhibiteurs de NO synthase de type amino-acide peuvent 
etre des composes tels que decrits dans les demandes WO95/00505, W094/12163, 
WO96/06076 et EP230037 incorporees par reference dans la presente demande, ou 
bien des derives de la L-arginine, de l'ornithine ou de la lysine tels que decrits dans les 

25 demandes W093/241 26, WO95/01 972, W095/24382, WO95/09619 et W095/22968, 
incorporees par reference dans la presente demande. 

Les inhibiteurs de NO synthase de type non amino-acide, peuvent etre des composes 
de la families des guanidines, des isothiources, des nitro- ou cyano-aryles, des amino- 
pyridines ou amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles. 

30 Les guanidines inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que definis 
dans les demandes W095/28377, WO91/04023, W094/21621, WO96/18607 et 
WO96/18608 incorporees par reference dans la presente demande. 

Les isothiourees inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que definis 
dans les demandes WO95/09619, WO96/09286, W094/12165, W096/14842, 
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WO96/18607, WO96/18608, WO96/09286, EP717040 et EP718294 incorporees par 
reference dans la presente demande. 

Les nitro- ou cyano-aryles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels 
que definis dans la demande W094/12163, incorporee par reference dans la presente 
5 demande. 

Les amino-pyridines ou amino-pyrimidines inhibiteurs de NO synthase peuvent etre 
ies composes tels que definis dans les demandes WO94/14780, W096/18616 et 
W096/186I7 incorporees par reference dans la presente demande. 

Les amidines inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que definis 
to dans les demandes WO95/11014, WO96/01817, WO95/05363, W095/11231, 
W096/14844 et WO96/19440 incorporees par reference dans la presente demande, ou 
des composes tels que la N-phenyl-2-thiophenecarboximidamide. 

Les indazoles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre des composes dc formule 
generate I a 

""CO 

15 H 1a 

dans laquelle R t represents un ou plusieurs substituants choisis parmi l'atomc 
d'hydrogene, le radical nitro, halo, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur. 

Les imidazoles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes de formule 
generate IIa 



20 




dans laquelle Rj et R3 representent, independemment 1'atome d'hydrogene, le radical 
halo, hydroxy, amino, alkyl ou alkoxy, ou R 2 et R3 sont lies ensembles et forment le 
radical phenyle condense avec le cycle imidazole, le radical phenyle etant 
eventuellement substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux 
25 hydroxy, trifluoromethyle, halo, carboxy, alkyle inferieur, alkoxy inferieur ou 
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alkenyle inferieur ; R 4 represente un atome d'hydrogene,un radical alkyle inferieur, 
amino, alkyle inferieur amino ou phenyle, le radical phenyle etant eventuellement 
substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi ies radicaux hydroxy, 
trifluoromethyle, halo, carboxy, alkyle inferieur, alkoxy inferieur ou alkenyle 
5 inferieur ; R5 represente 1'atome d'hydrogene, un radical alkyle inferieur, amino, 
alkyle inferieur amino. 

Les piegeurs de formes reactives de I'oxygene peuvent etre choisis parmi 1'acide 
ascorbique, la N-acetyl-cyst6ine, le (5-carotene (Hao Chen et al, Free Radical Biology 
and Medicine 18 (5), 949-953 (1995)), le coenzyme Q10 (S. Tereao et al., J. Org. 

10 Chem., 44, 868 (1979)) ou les composes captodatifs (H.G. Viehe et al., Acc. Res., 
18, 148-154 (1985), incorporee par reference dans la presente demande). Les piegeurs 
de formes reactives de I'oxygene peuvent egalement etre choisis parmi les composes 
phenoliques, les nitrones, des derives de l'indole, des imidazoles ou des carbazoles, 
ou bien egalement Stre les enzymes capables de neutraliser les ou l'une des formes 

15 reactives de I'oxygene telles que les superoxydes dismutases, les catalases ou les 
glutathions peroxydases et leurs mimetiques. 

Parmi les composes phenoliques piegeurs de formes reactives de I'oxygene, on peul 
citer le probucol ; l'ubiquinone ; les derives du tocopherol, a savoir l'ot-, (3-, 7-, e-, 
t- ou 6-locopherol ou les flavonoides phenoliques (R. A. et ai, Phytochemistry, 
20 27(4), 969-978 (1988), incorporee par reference dans la presente demande). Les 
composes phenoliques piegeurs des formes reactives de I'oxygene peuvent egalement 
etre choisis parmi les composes dc formule generale Ib ou Hb 




dans laquelle R'| represente un ou plusieurs substituants choisis parmi 1'atome 
d'hydrogene, les radicaux hydroxy, halo, carboxy, alkyle inf6rieure, alkoxy inferieur, 
25 alkenyle inferieur ou alkoxy carbonyle, les radicaux alkyle, alkoxy et alkenyles etant 
eventuellement substitues par un radical hydroxy, halo, carboxy ou amino ; et RS 
represente un ou plusieurs substituants choisis parmi 1'atome d'hydrogene ou les 
radicaux alkyle inferieur eventuellement substitue, alkoxy inferieur, hydroxy, halo, 
amino ou carboxy. 
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Les nitrones piegeurs de formes reactives de l'oxygene peuvent etre les composes tels 
que definis dans les demandes WO96/15110, WO88/05044 et le brevet US5310916 
incorpores par reference dans la presente demande. 

Les derives de I'indole pidgeurs des formes reactives de l'oxygene, peuvent etre des 
5 composes de formule generate IIIb 



dans iaquelle R*3 repr£sente un ou plusieurs substituants choisis par mi Tatome 
d'hydrogene, les radicaux hydroxy, halo, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; R' 4 
repiesente un ou plusieurs substituants choisis parmi l'atome d'hydrogene, les 
10 radicaux halo, hydroxy, amino, carboxy ou alkylcarbonylaminoalkyle. 

Les derives de I'indole piegeurs des formes reactives de l'oxygene, peuvent etre 
egalement des composes tels que definis dans la demande W096/26941. 

Parmi les imidazoles piegeurs dc formes reactives de l'oxygene, on petit citer de 
preference l'imidazole elle-meme ou la cimetidine. 

15 Parmi les carbazoles piegeurs de formes reactives de l'oxygene, on peut citer le 
4-hydroxycarbazole ou le carvedilol. 

Tel qu'il est utilise ici, le terme inferieur en reference aux groupes alkyle et alkoxy 
designe des groupes hydrocarbones aliphatiques satures, lineaires, ou ramifies, 
comportant de 1 a 6 carbones comme, par exemple, methyle, ethyle, propyle, 
20 isopropyle, butyle, t-butyle, methoxy et ethoxy. En reference aux groupes alkenyle, le 
terme inferieur designe des groupes comportant 2 a 6 atomes de carbone et une ou 
plusieurs doubles ou triples liaisons comme, par exemple, les groupes vinyle, allyle, 
propenyle, isopropenyle, pentenyle, butenyle, hexanyle, propenyle et butadienyle. Le 
terme halo signifie chloro, bromo, iodo ou fluoro. 

25 L'invention a plus parti culierement pour objet une composition ou un produit tel que 
defini ci-dessus, caracterise en ce que 

- Pinhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine (LNA), Tester 
m6thylique de la L-nitro-arginine (LNAME), la L-N-monomethylarginine (LNMMA), 



R 




H 



IIIB 
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l'aminoguanidine, l'agmatine, la 2-amino-l-(methylamino)benzimidazoie, le 5-nitro- 
indazole, 6-nitro-indazole, le 7-nitro-indazole, le l,2-(trifluoromethyiphenyl) 
imidazole (TRIM), la 2-amino-4-methyl-6-(2-aniinoethyl)pyridine, la 
2-iminopiperidine, la 2-iminohomopiperidine, la 2-imino-5,6-dihydro-l [ 3-thiazine ) la 
5 2-imino-5,6-dihydro-l 1 3-oxazine, la N-phenyl-2-thiophenecarboximidamide, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la S-ethylisofhiouree, la S-methyl-L-thiocitruIline ou la 
S-ethyl-L-thiocitrulline ; et 

- le piegeur de formes reactives de I'oxygene est choisi parmi le piobucol, 
I'ubiquinone, l'a-, p~, y-, e-, x- ou 6-tocopherol, l'acide 3-5-di-tert-butyl-4- 

10 hydroxybenzojque, le 2,3,6-trimethyl-2-hexyloxyphenoIe, le 2,6-diterrbutyl- 
4-methoxyphenol, 1'eugenole, le trolox, le gallale de n-propyle, le tempole, l'acide 
cafdique, l'acide sinapinique, l'acide gallique, l'acide 2,2,5,5-letramethyl-3-pyrro]jnc- 
l-oxyl-3-carboxylique, la melatonine, l'acide 5-hydroxyindole-2-carboxylique, 
I'imidazole, la cimStidine, l'acide ascorbique, la N-ac6tyl-cystemc, le p-caroten'e, le 

15 coenzyme Q10, les composes captodatifs, le 9-[2-(4-morpholinyl)£thyl]- 
2,4-di-l-pyrrolidinyl-9H-pyrimido[4,5-b]indole, 1c 4-hydroxy-carbazole ou le 
carvedilol. 

Les composes inhibiteurs de NO synthase et piegeurs de formes reactives de 
I'oxygene sort commerciaux ou peuvent etre prepares par les methodes connus de 
20 1'homme de 1'art (ou par analogie a ces dernieres) (P. Hamley et al, Bioorganic and 
medicinal chemistry letters, vol.5 (15), 1573-1576 (1995) ; W. M. Moore et al, J. 
Med. Chem., 39, 669-672 (1996) ; E. P. Garvey et al., The Journal of Biological 
Chemistry, vol.269(43), 26669-26676 (1994)). 

Les exemples suivants sont presented pour illustrer les procedures d-dessus et ne 
25 doivent en aucun cas etre considered comme une limitc a la portee de i'invention. 

PARTIS E X P ERIMENTAL ^ : 

Soit A l'inhibiteur de NO synthase et B le piegeur de formes reactives de I'oxygene. 
Exemple 1 

Compose AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme de sel, dans lequel 
30 A et B sont en quantite equimolaire avec comme compose A : l'aminoguanidine, 
inhibiteur des NO synthases inductibles, et comme compost B : l'acide 3-5-di-tert- 
butyl-4-hydroxybenzoique, antioxydant piegeur de radicaux libres oxygenes. 
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Exemple 2 

Compos6 AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme separee, avec 
comme compose A : le 7-nitroindazole, inhibiteur des NO synthases constitutives de 
type neuronal, et comme compose B : I'acide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique, 
5 antioxydant piegeur de radicaux libres oxygenes. 

Exemple 3 

Compose AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme separee et 
administree par des voies differentes, avec comme compose A : la N°nitro-arginine J 
inhibiteur puissant des NO synthases constitutives et inducibles, et comme 
10 compose B : I'acide 3-S-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique, antioxydant piegeur dc 
radicaux libres oxygenes. 

Rtiirie pharmacoloffioue des nroduits de l invention 

Les composes de invention ont ete soumis a quelques tests biologiques in vitro et in 
15 vivo, afin de prouver leur activite a bloquer la NO synthase (constitutive et inductible) 
et a pieger les radicaux libres. Leur activitd a ete evaluee sur un modele d'ischemie 
cerebrale focale chez le rat. Dans ce modele consid6re comme un modele d'infarctus 
cerebral severe proche de la situation clinique chcz l'homme, une liberation excessive 
de monoxyde d'azote et de formes reactives de I'oxygene a ete demontree ainsi que 
2(1 I'effet partiellement protecteur d'inhibiteur de NO synthase ou de piegeur des formes 
reactives de I'oxygene. Les effets de I'association ont ete compares a ceux produits par 
un traitement avec 1'inhibiteur de monoxyde d'azote ou le piegeur des formes reactives 
de i'oxygene seul. L'association d'un inhibiteur de NO synthase et d'un piegeur des 
formes reactives de I'oxygene montre un effet protecteur hautement significalif sur 
25 l'ischemie cerebrale focale alors que I'effet de 1'inhibiteur de NO synthase ou du 
piegeur des formes reactives de I'oxygene pris separement et aux doses utilisees n'est 
pas significatif. Ceci prouve la synergie entre 1'inhibiteur de NO synthase el le piegeur 
des formes reactives de I'oxygene. 

1 ) Effet in vitro sur la NO synthase constitutive de cervelet de rat 

30 Le test consiste a mesurer la transformation par la NO synthase de la L-arginine en 
L-citrulline. Des cervelets de rats Sprague-Dawley (300 g - Charles River) sont 
preleves rapidement, disseques a 4° C et homogeneises dans un volume de tampon 
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^extraction (HEPES 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4, pepstatin A 10 mg/ml, 
leupeptine 10 mg/ml), centrifuges a 21 000 g pendant 15 min a 4° C. Le dosage se 
fait dans des tubes a essai en verrc dans lesquels sont distributes 100 u.1 dc tampon 
d'incubation contenant 100 mM d'HEPES, pH 7,4, 2 mM d'EDTA, 2,5 mM de 
5 CaCl 2 , 2 mM de dithiotreitol, 2 mM de NADPH reduit et 10 ng/ml de calmoduline. 
On ajoutc 25 jil d'une solution contenant 100 nM d'arginine tritiee (activite 
specifique : 56,4 Ci/mmole, Amersham) et 40 \xM d'arginine non radioactive. La 
reaction est iniliee en ajoutant 50 \i\ d'homogcnat, le volume final etant de 200 uJ (les 
25 u.1 manquants sont soil de 1'eau, soit ie produit teste). Apres 15 min, la reaction 

10 est stoppee avec 2 ml de tampon d'arret (20 mM d'HEPES, pH 5,5, 2 mM 
d'EDTA). Apres passage des echantillons sur une colonne dc 1 ml de resine 
DOWEX, la radioactivite est quantified par un spectrometre a scintillation liquide. Les 
resultats sont exprimes en valeur de CI50 et sont resumes dans le tableau du 
paragraphe 2 (premiere colonne de resultats intituiee "NO synthase constitutive, 

15 formation de citrulline"). 

2) Effet in vitro sur la NO synthase inductible de macrophages 
murins J774A1 

Les macrophages murins J774A1 produisent unc grande quanlite de monoxyde 
d'azote apres activation par les lipopolysaccharides (LPS) et l'interferon-y (IFN-y). 

20 Les cellules sont cultivees dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle' 
Medium) enrichi avec 10 % de serum de veau foetal a 37° C sous une atmosphere de 
5 % de CO? apres activation par le LPS et 1'IFN-y. Elles sont ensemencees a raison 
de 5000 cellules/cm 2 dans des flacons de 150 cm 2 . Les incubations se font en 
presence de LPS (1 wg/ml) et d'lFN-y murin (50 U/ml) dans du DMEM enrichi avec 

25 10 % de serum de veau foetal. La NO synthase est isolee avec un tampon d'extraction 
(HEPES 50 mM, pH 7,4, dithiothreitol 0,5 mM, pepstatin A 1 mg/ml, leupeptine 
1 mg/ml, inhibiteur de trypsine dc soja I mg/ml, antipaine 1 mg/ml et PMSF 
10 mg/ml). Apres sonication dans le tampon d'extraction a 4° C, les homogenats sont 
ultra-centrifuges (100 000 g a acide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique 4" C 

30 pendant 1 h). Le protocole est ensuite identique a celui de ia NO synthase de cervclct 
exceptee la composition du tampon d'incubation (100 mM d'HEPES, pH 7,4, 1 mM 
de dithiotreitol, 2,5 mM de CaCl 2) 10 |^M de tetrahydrobiopteiine, FAD 10 \xM, 
BSA 1 mg/ml, 2 mM de NADPH rdduit). Les resultats sont exprimes en valeur dc 
CI50 et sont resumes dans le tableau du paragraphe 2 (deuxieme colonne de resultats 

35 intituiee "NO synthase inductible, formation de citrulline"). 
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3) Effet in vitro sur la production de nitrites par les macrophages 
murins J774A1 

Ce test est utilise pour mesurer l'activite inhibitricc des produits sur la NO synthase 
inductible de cellules en culture. Les cellules sont cultivees dans du milieu DMEM 
5 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) enrichi avec 10 % de serum de veau foetal a 
37° C sous une atmosphere de 5 % de CO2. Pour les experiences, elles sont reparties 
en plaques 96 puits (50 000 cellules par puits) et incubees dans du DMEM sans 
rouge de phenol a 10 % de serum de veau foetal avec du LPS (1 |Ag/ml) et de l'IFN-v 
murin (50 U/ml) en presence ou en absence des produits a tester. Apres 48 heures, la 
10 concentration de nitrites dans les milieux de culture, produits de degradation du 
monoxyde d'azote, est mesuree par une methode colorimetrique selon Green et al, 
(Analytical Biochemistry, 126, 131-138 (1 982)). Les resultats sont exprimes en valeur 
de CI50 et sont resumes dans le tableau du paragraphe 2 (troisieme colonne de 
resultats intitulee "NO synthase inductible, formation de nitrites"). 



CI 5 o(uM) 





NO synthase constitutive 
(formation dc citrulline) 


NO synthase inductible 
(formation de citrulline) 


NO synthase inductible 
(formation de nitrites) 


Exemple 1 








A 


>300 


29 


22 


AB 


>300 


57 


26 


Exemple 2 








A 


0,9 


25 


51 


AB 


0,9 


25 


51 



15 4) Effet in vitro sur la formation des anions superoxydes 

L'activation des cellules macrophagiques J774A1 par du phorbol myristate acetate 
(PMA) en train e la production d'anions superoxydes en quelques minutes, Ces anions 
superoxydes peuvent oxyder un substrat luminescent, le luminol. Cettc reaction genere 
des photons dont la production est mesuree a l'aide d'un chemiluminometre. Les effets 
20 des produits sur la production d'anions superoxydes sont testes en incubant les 
cellules J774A1 a 37° C en presence de PMA, des produits a tester et du luminol. Les 
resultats sont exprimes par la valeur de Clso- 
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Exemple 1 



Produit 




A 


inactif 


B 


30 


AB 


30 



5) Effiet sur 1'ischemie cerebrale focale avcc reperfusion 

Les experiences sont realisees sur des rats males Sprague-Dawley (Charles River) 
pesant entre 330 et 360 g. Apres anesthesie a 1'isoflurane, les rats sont soumis a une 

5 occlusion transitoire de 1'artere cerebrale moyenne decrite par Memezawa et al. (Exp. 
Brain Res. 89, 67-78, 1992). Un fil est introduit dans Parterc cerebrale anterieure 
provoquant une occlusion de 1'artere cerSbrale moyenne. Deux heures plus tard, le fil 
est retire de maniere a permetlrc la recirculation de sang au niveau du polygone de 
Willis. La temperature des animaux est controlee et regulee pendant les 6 heures 

10 suivant I'occlusion. Quarante-huit heures apres l'occlusion, les rats sont anesthesies a 
l'isoflurane el decapiles. Les cerveaux sont rapidement preleves et immerges pendant 
2 minutes dans de l'isopentane a -15° C. Six coupes de 2 mm d'epaisseur sont 
realisees et placees dans une solution a 2 % de chlorure de 2-3-5-triphenyltetrazolium 
(TCC) pendant 20 min et fixees ensuite avec du formalin. La zone infarcie apparatl 

15 blanche ct la zone saine rouge. La surface infarcie est mesurcc au niveau des 6 coupes 
grace a un analyseur d'image. Le volume de l'infarctus est calcule en integrant ces 
differentes surfaces sachant qu'elles sont distantes de 2 mm. L'administration des 
produits se fait par voie intraperitoneale. Le premier traitement se faif 4 heures apres 
l'occlusion, c'est-a-dire, 2 heures apres le retrait du fil, puis 24 heures apres. 

20 Compose de I'exemple 1 : 4 groupes d'animaux sont constitues : 

Groupe 1 : traite avec du serum physiologique ; 

Groupe 2 : traite avec A (30 mg/kg) ; 

Groupe 3 : traite avec B (20 mg/kg) ; 

Groupe 4 : traite avec AB (50 mg/kg). 
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10 



N° du groupe 



volume de l'infarctus 



% de protection 



1 


270,4 


± 30,05 






2 


233 


± 30,15 


NS 


13,8 


3 


250,9 


± 37,86 


NS 


7,1 


4 


89,6 


± 22,42 


** 


63,2 



(NS: resultat non significatif ; ** : resultat tres significatif) 
Compose de I'exempie 2 : 4 groupes d'animaux sont constitues ; 



Groupe 1 
Groupe 2 
Groupe 3 
Groupe 4 



traite avec du serum physiologique ; 

traite avec A (10 mg/kg) ; 

traits avec B (20 mg/kg) ; 

traite avec AB (A : 10 mg/kg et B : 20 mg/kg). 



N° du groupe 



volume de l'infarctus 



% de protection 



1 


270,4 


± 30,05 






2 


238,9 


± 27,08 


NS 


11,7 


3 


250,9 


± 37,86 


NS 


7,1 


4 


69,6 


± 37,86 


* * 


74,3 



(NS: resultat non significatif ; ** : resultat tres significatif) 
Compose de I'exempie 3 : 4 groupes d'animaux sont constitues : 



Groupe 1 
Groupe 2 
Groupe 3 
Groupe 4 



traite avec du serum physiologique ; 
traite avec A (0,03 mg/kg i.v.) ; 
traite avec B (20 mg/kg i.p.) ; 

traite avec AB (A : 0,03 mg/kg iv et B : 20 mg/kg ip). 



N° du groupe 


volume de Tinfarctus 


% de protection 


1 


237,68 ± 31,51 




2 


238,14+ 35,94 NS 


0 


3 


222,9 ± 7,34 NS 


6,2 


4 


136,5 ± 33,02 ** 


42,6 



(NS: resultat non significatif ; * * : resultat tres significatif) 
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Les resultats montrent que I'acide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoique utilise comme 
piegeur des formes r€actives de l'oxygene a la dose de 20 mg/kg est inactif pour 
proteger l'animal d'atteintes ischemiques de meme que Faminoguanidine (inhibiteur de 
NO synthase) est faiblement active. Par contre, l'association des deux composes 
5 protege de maniere hautement significative les animaux de I'ischcmie. 

De la meme facon, le 7-nitroindazoIe utilise en tant qu'inhibiteur de forme constitutive 
des NO synthases n'est pas significativement actif a la dose de 10 mg/kg ; par contre, 
associe a i'acide 3-5-di-tert-butyI-4-hydroxybenzoique, une protection hautement 
significative est observee. Cet effet protecteur montre une synergie entre les deux 
10 principes actifs. 

De la meme maniere, la N G nitro-arginine utilisee en tant qu'inhibiteur des NO 
synthases et injectee par voie intraveineuse, n'est pas active a la dose de 0,03mg/kg. 
Par contre, iorsqu'elle est associee a une administration intraperitoneal e d'acide 3-5-d|- 
tert-butyl-4-hydroxybenzoique, une protection hautement significative est observee. 
15 Cet effet protecteur montre que la synergie entre les deux principes actifs est aussi 
observee lorsque les principes actifs sont administres par des voies differentes. 
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KFYENPTCATTONS 

1- Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, au moins unc 
substance inhibitrice de NO synthase et an moins une substance piegeur de formes 
reactives de I'oxygene, et eventuellement un support pharmaceutiquement acceptable. 

5 2- Composition pharmaceutique selon la revendication 1, comprenant, a titre de 
principe actif, une substance inhibitrice de NO synthase et une substance piegeur de 
formes reactives de I'oxygene. 

3- Composition pharmaceutique selon l'une des revendications 1 a 2, caracterisee en 
ce que la substance inhibitrice de NO synthase et la substance piegeur de formes 

10 reactives de I'oxygene sont sous forme separee. 

4- Composition pharmaceutique selon l'une des revendications I a 2, caracterisee en 
ce que la substance inhibitrice de NO synthase et la substance piegeur de formes 
reactives de I'oxygene sont sous forme de sel. 

5- Composition pharmaceutique selon la revendication 4, caracterisee en ce que le sel 
15 est forme a partir d'un derive de la substance inhibitrice de NO synthase contenant au 

moins un groupe basique et d'un derive de la substance piegeur de formes reactives de 
I'oxygene contenant au moins un groupe acide. 

6- Composition pharmaceutique selon l'une des revendications precedentes, dans 
laquelle 

20 - 1'inhibiteur de NO synthase est un amino-acide et plus particulierement des derives 
de la L-arginine, de l'ornithine ou de la lysine, ou un compose de la families des 
guanidines, des isotniourees, des nitro- ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles ; et 

- le piegeur de formes reactives de I'oxygene est l'acide ascorbique, la N-acetyl- 
25 cysteine, le p-carotene, le coenzyme Q10, les composes captodatifs, ou un compose 
de la famiHe des phenoles, des nitrones, des derives de I'indole, des imidazoles, des 

carbazoles. 

7- Composition pharmaceutique selon l'une des revendications precedentes, dans 
laquelle 

30 - 1'inhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine, Tester methylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monomethylarginine, 1'aminoguanidine, I'agmatine, 
la 2-amino-1-(methylamino)benzimidazole, le 5-nitro-indazole, 6-nitro-indazole, le 
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7- nitro-indazole, le l,2-(trifluoromethylphenyl) imidazole, la 2-amino-4-m6thyi- 
6-(2-arainoethyl)pyridine, la 2-iminopiperidine, la 2-iminohomopiperidinc, la 2-imino- 
5,6-dihydro-l,3-thiazine ( la 2-imino-5,6-dihydro-l ,3-oxazine, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la N-phenyl-2-thiophenecarboximidamide, la 

5 S-ethylisothiouree, la S-m&hyl-L-lhiocitrulIine ou la S-ethyl-L-thiocitruIJine ; et 

- le pi&geur de formes reactives de I'oxygene est choisi parmi le probucol, 
1'ubiquinone, Ya-, |3-, y-, t- ou 6-tocopheroI, I'acide 3-5-di-tert-butyl-4- 
hydroxybenzoique, le 2,3,6-trimethyl-2-hexyloxyphenole, le 2,6-diterrbutyl- 
4-methoxyphenol, l'eugenole, le trolox, le gallate de n-propyle, le tempole, I'acide 

30 cafeique, I'acide sinapinique, I'acide gallique, I'acide 2,2,5,5-tetramethy]-3-pyrro]ine- 
l-oxyi-3-carboxylique, la melatonine, I'acide 5-hydroxyindole-2-carboxylique, 
1'imidazole, la cimetidine, I'acide ascorbique, la N-acetyl-cysteine, le (3-carotene, lc 
coenzyme Q10, les composes captodatifs, le 9-[2-(4-morpholinyI)ethyl]- 
2,4-di-l-pyrrolidinyl-9H-pyrimido[4,5-b]indole, le 4-hydroxycarbazoIc on le 

15 carvedilol. 

8- Produit comprenant au moins une substance inhibitrice de NO synthase et aii moins 
une substance piegeur de formes reactives de i'oxygene en tanl que produit de 
combinaison sous forme separee, pour une utilisation simultanee ou sequentielle dans 
le traitement de pathologies dans lesquelles le monoxyde d'azote et les formes 

2D reactives de I'oxygene sont impliquees telles que les troubles cardiovasculaires et 
cerebrovasculaires, les troubles du systeme nerveux central ou peripherique, les 
maladies proliferatives et inflammatoires, les diarrh6es, les vomissements, les 
irradiations radioactives, les radiations solaires ,les transplantations d'organcs, les 
maladies autoimmunes et virales, le cancer et toutes les pathologies caracterisees par 

25 une production ou un dysfonctionnement de monoxyde d'azote ct/ou des formes 
reactives de I'oxygene. 

9- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des troubles cardiovasculaires et 
cerebrovasculaires tels que l'atherosderose, la migraine, l'hypertension arterielle, le 
choc septique, les infarctus cardiaqucs ou cerebraux d'origine ischemique ou 

30 hemorragique, les ischemics et les thromboses. 

10- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des troubles du systeme 
nerveux central ou peripherique tels que les maladies neurodegeneratives, la douleur, 
les traumatismes cerebraux ou de la moelle epiniere, 1'addiction aux opiaces, a i'alcool 
et aux substances induisant une accoutumance, les troubles de 1'erection et de la 
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reproduction, les desordres cognitifs, les encephalopathies, la depression, l'anxie!6, la 
schizophrenic, I'epilepsie, les troubles du sommeil, les troubles alimentaires. 

11- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des maladies proliferatives et 
inflammatoircs teiles que 1'atherosclerose, 1 'hypertension pulrnonaire, la 

5 glomerulonephrite, 1'hypertension portale, le psoriasis, Parthrose et 1'arthrite 
rhumatoide, les fibroses, les amyloi'doses, les inflammations du systeme 
gastrointestinal ou du systeme pulrnonaire et des voies aeriennes. 

12- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des maladies autoimmunes et 
virafcs telles que le lupus, le sida, les infections parasitaires et virales, le diabete, la 

10 sclerose en plaque, les myopathies. 

13- Produit selon l'une de revendi cations 8 a 12, comprenant une substance inhibitrice 
de NO synthase et une substance piegeur de formes reactives de l'oxygene. 

14- Produit selon la revendication Tune des revendications 8 a 13, dans lequel 

- 1'inhibiteur de NO synthase est un amino-acide et plus particulicrcment des derives 
15 de la L-arginine, de l'ornithine ou de la lysine, ou un compose de la families des 

guanidines, des isothiourees, des nitro- ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles ; et 

- le piegeur de formes reactives de l'oxygene est I'acide ascorbique, la N-acetyl- 
cysteme, le p-carotene, le coenzyme Q10, les composes captodatifs, ou un compose 

20 de la famille des phenoles, des nitrones, des derives de f'indole, des imidazoles, des 
carbazoles, les superoxydes dismutases, les catalases ou les glutathions peroxydases. 

15- Produit selon Tune des revendications 8 a 14, dans laquelle 

- 1'inhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine, Tester methylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monomethylarginine, l'aminoguanidine, 1'agmatine, la 

25 2-amino-l-(methylamino)benzimidazole, le 5-nitro-indazole, 6-nitro-indazole, le 
7-nitro-indazoie, le l,2-(trifluoromethylphenyl) imidazole, la 2-amino-4-m€thyl- 
6-(2-aminoethyl)pyridine, la 2-iminopiperidine, la 2-iminohomopiperidine, la 2-imino- 
5,6-dihydro-l,3-thiazine, la 2-imino-5,6-dihydro-l ,3-oxazine, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la N-phenyl-2-thiophenecarboximidamide, la 

30 S-ethylisothiouree, la S-methyl-L-thiocitrulline ou la S-ethyl-L-thiocitrolline ; el 

- le piegeur de formes reactives de l'oxygene est choisi parmi le probucol, 
l'ubiquinone, l'a-, (5-, y-, £-, t- ou 6-tocopherol, I'acide 3-5-di-tert-butyl-4- 
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hydroxybenzoique, le 2,3,6-trim6thyI-2-hexy]oxyphenole, le 2,6-diterfbutyI- 
4-methoxyph£nol, I'eugenole, le trolox, le gallate de n-propy!e, le tempole, 1'acide 
cafeique, 1'acide sinapinique, 1'acide gallique, 1'acide 2 J 2,5,5-tetramethyI-3-pyrroline- 
l-oxy!-3-carboxyIique, la melatonine, 1'acide 5-hydroxyindole-2-carboxylique, 
1'imidazole, la cimetjdine, 1'acide ascorbique, la N-acetyl-cysteine, le (J-carotene, le 
coenzyme Q10, les composes captodatifs, le 9-[2-(4-morpholinyl)ethyl]- 
2,4-di-l-pyrrolidinyl-9H-pyrimido[4,5-b]indole, le 4-hydroxy-carbazole ou le 
carvedilol. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


tntorr ial Application No 




PCT/FR 97/01567 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 A61K45/06 



According to International Patent ClasstfjcatfanflPC) or to bom national c l assification and IPC 
B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (elassrlicallon system followed by classification symbols) 

IPC 6 A61K 



Documentation searched other then minimum documentation to th» anient tttat Buch documents are included in the tialds searched 



Electronic data base consulted during tne international Bearer (name ol data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Categoiy * Citation ol documanl, with indication, where appropriate, ol the relevant passages 



Relevant to claim No. 



GALLEY H F ET AL; "Regulation of nitric 
oxide synthase activity in cultured human 
endothelial cells: Effect of antioxidants' 
FREE RADICAL BIOLOGY & MEDICINE, 21 (1). 
06-1996. 97-101., XP000672950 
see abstract 



1-15 



□ 



Further documents are listed in Ihe continuation ot box C. 



□ 



Patent lamily members are listed In annex. 



* Special categories or cried documents : 

"A" documanl defining tne general state ol Ihe art which is not 

considered SO be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
wnicn is cited lo establish the publcationdate ol another 
citation or oilier special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior io the international filing date but 
later than the pnorfy dale claimed 



T* later document published attar Ihe International filing data 
or priority date and not in conflict wrm the application but 
cited to understand Ihe princpls or theory underlying the 
invention 

"X" document Of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step when the document is taken alone 

"V document ot particular relevance: tne claimed invention 

cannot be considered 1o involve an inventive step whs n the 
document is combined wilh one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the ait. 

document member 01 the same palent lamify 



Date of the actual completion of theinternational search 

8 December 1997 


Date ot mailing ol the international search report 

19/12/1997 


Name and mailing address of Ihe ISA 

European Patent Oflice, P.a. 5B1S Patentlaan 2 
NL-22S0HVRI|9Wl|k 
Tel. (+31-70) 340-2040. T>t. 31 55t epo ni, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized oflicer 

Leherte, C 



£oim PCT/ISAtfH) (second stteetKJuly 19«) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Oema nlomationale No 

PCT/FR 97/01567 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDS 

CIB 6 A61K45/06 



Selon la ciassWicatton Internationale das brevets (CIB) ou a la tois salon la daaaillcaMon natlomle et la CIB 
B. DOHAINEB SUR LESOOELS IA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale oonsulteelsysteme da classification suivl deasymDolos da classemenl) 

CIB 6 A61K 



Documentation consurtee autre quo la doeumertationrniramalB dans la mesure oil C83 documents rolevant das domaines sur lusipiela a porta la recherche 



Baaa da donnaes electromque cansultae au cours da la rechercha Internationale (nom da la bass da donnees. at si calaest realisable, lermes da reenarche 

Utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone - Identification das documents cites, avac, la cas echeant. I'indicationdeB passages pertinents 



GALLEY H F ET AL: "Regulation of nitric 
oxide synthase activity in cultured human 
endothelial cells: Effect of antioxidants" 
FREE RADICAL BIOLOGY & MEDICINE, 21 (1). 
06-1996. 97-101., XP000672950 
voir abrege 



no. des revendscations visees 



1-15 



□ 



Voir la suite du cadre C pour la tlnde la (ate des documents 



□ 



Les documents da families da brevets sont indiquesen annexe 



* Categories spseialas da documents cites: 

"A" document datinissanl I'elal general da latachntaue, non 

considere commo partieultefement pertinent 
"E" document antarleur. maia publie a ia data dedepol international 

ou aprea cella date 
"L" document pouvant jeter un douta sur una revandcation de 

prion!* ou die pour determiner la dale depuwication (Sum 

autre citation ou pour una raison specials fella qu'indlquee) 
"0' document se tali rant a una divulgation orale, a un usage, a 

una exposition ou tous autres moyens 
■ p- document publiA avanl la date de depotintemattonat. mais 

postarteurement a la datB da prior ite revendtquee 



"T" document ulterieur publie apras ladale de depot international ou la 
date de priorit* et n'appartenananl pas a I'fltat de ta 
technique pertinent, mars citepour comprendre la principe 
ou la thaorie conslituant la base dat' invention 

"X" document parliculieremenl pertinent; I'inventicn revandlquea ne peut 
elre consider ee comme nouveJIe ou comma rmpriquant una activite 
inventive par rapport au document considere isclAment 

"V document particulierement pertinent; I' invention revandiquee 
ne peut etre ecnsiderse comme impliquant uneactrvlle inventive 
torsque Is document estasaoeie a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cstte eombinai30n Slant rJvtdente 
pour una personne du metier 
document qui fait partie da la mcme lamillede brevets 



Date a laquelle la recherche intemationate a eteefleetivement aehavee 



8 decembre 1997 



Nom el aOresse postaia de radmlnlslrarjonchargae de la recherche inter rtationate 
Office European das Brevets, P.B. 5816 Patsntlaan 2 
NL - 2280 HV Rijawijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni, 
Fax; [■•■31-70)340-3016 



Date d'expedilion du present rapport do rectierche internal ionale 



19/12/1997 



Fonehonnaire autorise 



Leherte, C 



Formul aire PC1"'(SA>210 [douijsmn leu'ito) r.|uil»i < 992) 



